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@ INHIBITEUR DE L'AGREGATION PLAQUETTAIRE ET PROCEDE POUR PREPARER CELUI-CI, 



feT) La presente invention fournit un nouveau peptide inlii- 
DSnt Tagregation plaquettaire, & savoir la Salnnosine et un 
precede pour preparer celle-ci k partir du venin de Salmosa 
(Agkistrodon halys brevicaudus), une vipere cor6enne. On 
prepare la Salmosine de la presente invention au moyen 
aun precede qui comprend les etapes consistant: a obtenir 
le venin de Salmosa; a charger le venin sur une colonne 
d'affinit6 a la serine-proteinase afin de recueillir la solution 
ayant traverse la colonne sans se lien et a soumettre la so- 
lution ^ une s^rie d'operations, d'echange anionique. de fil- 
tration sur gel et de chromatographies GLHP en colonne a 
phase inverse. La Salmosine innibe I'agregation plaquet- 
taire plus efficacement que tout autre peptide connu inhi- 
bant ragrdgation plaquettaire. On propose de ddvelopper 
la Salmosine en tant qu'agent therapeutique pour la maT- 
trise de la thrombose. 



10 M 30 40 

rTMto EASED CDC6S PAHPC CDAAT CKUP GAQC6 EOCC OQCSF MKKCT 
" GKB CDCSS PEMPC COAAT CKLRP GAQCG EGLCC EQpCF SW6K 

DO 31 qcE S6PCC SNCKF UCEGT 

EA6EE C0C6SPGHPC CDAAT CKUlQSAQaEaXClWWT 
EASEE C0C6S PGNPC CDAAT COJtQ SAQPA EGUX DQCW MttCT 



so 60 70 

ICRRA R600L OOnTCN GISAG CPRNP UU 
ICRIP RGOMP DOHa 6QSA0 OVtH 
KXRA RGOOM OOVCN CKTCD CPRMP »CSP 
• yCRlA RGOOfcLDOYCN QSA6 CWNP F 
tCI«A R600L OtWCN 6ISA6 CPRNP FUA 
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INHIBITEOR DE L'AGRfiGATION PIAQUETTAIRE ET PROCfiofi POUR 
PREPARER CELUI-CI 

?haimP 1' invention 
5 La presente invention a trait a un nouvel inhibiteur 

d'agregation plaquettaire et Sl un proc6de pour le 
preparer, de maniSre plus sp6cifique a un polypeptide 
inhibant l'agr§gation plaquettaire et a un proced§ pour 
le preparer a partir du venin de salmosa (ftqK4s^rP<^Q" 
10 halvs brevicaudus^ . 

ftr-i^iare plan de 1' Invention 

II est connu que le venin de vipftre contient des 
peptides ou des protSines diverses, qui ont un effet sur 

15 la thrombose et I'hfemostase. La thrombose est d'une 
signification particuliftre, puisque les thrombus formfes 
par l*hyperagr6gation anormale de plaquettes peut 
conduire I'homme a la mort et a 1» invalidity. A cet 
6gard, on a isol6 une diversity de peptides ou de 

20 protfeines inhibant ou activant I'agrSgation plaquettaire 
a partir des venins de diverses espdces de vipdres et on 
a caractferisfe leurs propri6t6s biochimiques et 
biologiques. 

II a 6t6 aussi rapporte que I'agrfigation 
25 plaquettaire se produit par la fixation du fibrinogSne a 
ses rfecepteurs spfecifiques plaquettaires associ6s au 
complexe GPIIb-IIIa qui est une glycoprotSine sur la 
membrane de surface de plaquetteis oa la sequence d'acides 
aminfis a Arg-GlyAsp du fibrinogSne est essentiellement 
30 engagee ( voir ; Rouslahti et Pierschbacher , Science, 238: 
491 a 497 (1987)). Naturellement on a sugg6r6 que les 
peptides ou les protSines contenant la sequence d*acides 
amines Arg-Gly-Asp soient capables d'inhiber I'agrfigation 
plaquettaire, basfie sur 1 • inter fgrence de la fixation de 
35 fibrinogSne aux rScepteurs des plaquettes. 
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Au stade initial des recherches, les inhibiteurs de 
fixation du fibrinogShe sur les rficepteurs plaquettaires 
isol&s a partir des venins de vipSres avaient 
principalement 6t6 identifies, comme 6tant des petites 
5 protfeines de 5 a 9 kDa fvoir; Huang et al., J. Biol. 
Cheo., 262: 16 157 a 16 163 (1987)). Plus tard, on a 
figalement isolS, a partir des venins de diverses espfeces 
de vipSres, plusieurs inhibiteurs de masse molSculaire 
61ev6e. Tous les inhibiteurs dfefinis ainsi jusqu'ici ont 

10 ite caractferisis en tant que proteines riches en cysteine 
qui contiennent essentiellement la sequence d'acides 
amines Arg-Gly-Asp pour la fixation specifique du 
complexe GPIIb-IIIa sur les r6cepteurs plaquettaires. 

On a recenunent analyse, par spectrometrie RMN, les 

15 structures precises de quelques inhibiteurs d'agregation 
plaquettaire tels que Kistrine (mLc: Adler et al., 
science, 253: 445 a 448 (1991); Adler et al, 
Biochemistry, 32: 282 a 289 (1993)), Flavoridine (yoJx: 
Klaus et al., J. Mol. Biol., 232: 897 a 906 (1993); Senn 

20 and Klaus, J. Mol. Biol., 232: 907 a 925 (1993)), 
Albolabrine ( voir : Jaseja et al., Eur. J. Biochem. , 218: 
853 a 860 (1993)) et Echistatine (voir: Chen et al.. 
Biochemistry, 30: 11 625 a 11 636 (1991); Cooke et al.. 
Bur. J. Biochem., 202: 323 a 328 (1991); CooKe et al., 

25 Protein Eng., 5: 473 a 477 (1992); Saudek et al.. 
Biochemistry, 30: 7369 a 7372 (1991); Dalvit et al., 
Eur. J. Biochem., 202: 315 a 321 (1991)). De plus, on a 
clairement demontr6 une interference dans la fixation du 
fibrinogSne au complexe GPIIb-IIIa par les inhibiteurs au 

30 moyen d'une experimentation in vivo en utilisant un 
modSle animal (voir: Collen, J. Clin. Invest., 76: 101 a 
108 (1985); Gold et al.. Circulation, 77: 670 a 677 
(1988); Yasuda et al., J. Clin. Invest., 81: 1 284 a 
1 291 (1988) ; 
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Coller et al.. Blood, 68: 783 a 786 (1986); Hanson et 
al., J. Clin. Invest., 81: 149 a 158 (1988)). 

Dans ces circonstances, les presents inventeurs ont 
fetudifi 14 espftces de serpents corfiens afin de depister un 
5 nouvel inhibiteur d»agr6gation plaquettaire, et ils ont 
d6couvert qu»un petit polypeptide isole i partir du venin 
d*une vlpdre corfienne, Salmosa rAakistrodon h^JtYS 
brevicaudus ) , est un nouvel inhibiteur ef f icace 
d'agregation plaquettaire qui n'a pas et6 rapportfi 
10 jusqu'ici. 

p6sum4 de 1' invention 

Un but principal de 1» invention est done de fournir 
un nouveau peptide inhibant l«agr6gation plaquettaire 
15 provenant du venin de Salmosa rAgkistrodon haiy^ 
l^revicaudus) . 

L« autre but de 1» invention est de fournir un proc6d6 
pour la preparation du polypeptide inhibant I'agrSgation 
plaquettaire a partir du venin de Salmosa. 

20 

Byfeve des cription des dessins; 

Ce qui precede et les autres buts et 
caracteristiques de la prfisente invention deviendront 
plus clairs grace aux descriptions suivantes donnfies 
25 conjointement avec les dessins annexes, dans lesquels: 

la figure l est une photographie montrant le spectre SDS- 
PAGE d'un peptide inhibant l*agr6gation 
plaquettaire purififi a partir du venin de 
Salmosa; 

30 la figure 2 est une liste des sequences amino-acides des 
peptides inhibant I'agrSgation plaquettaire 
selon la pr6sente invention ^ (SEQ ID N**: 1 ) 
et selon l'6tat de la technique antfirieure 
(SEQ ID N': 2, SEQ ID N^: 3, SEQ ID N^: 4 et 

35 SEQ ID N"*: 5); et. 
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la figure 3 est un spectre de masse HALDI (lonisation par 
d6sorption de matrice a I'aide de laser) du 
peptide inhibant l«agr6gation plaquettaire 
selon 1' invention. 

5 

po«^ ^<p<--ldn dfet aillfee de 1 ' invention 

Pour isoler I'inhibiteur de I'agrfegation 
plaquettaire de 1 ' invention, les prisents inventeurs ont 
obtenu le venin de SALMOSA fftgHistrodon hsOXS. 

10 fr ygvicaudus ^ . une vipSre cor6enne. Puis, on a charg6 le 
venin sur une colonne d'affinitfe h serine proteinase afin 
de recueillir la solution ayant traversS la colonne sans 
se lier, et on a pratiqufi une sfirie d'opSrations 
chromatographiques sur colonne, & savoir, fichange 

15 anionique, filtration sur gel et chromatographies 
liquides & haute performance (CLHP) en colonne a phase 
inverse. 

On a identififi le peptide inhibant I'agrSgation 
plaquettaire (d§sign§ dans la suite sous le riom 

20 "Salmosine") purifiS comme ci-dessus, comme Stant une 
petite protfiine de masse molfeculaire d' environ 7 500 Da, 
qui n'a pas 6t6 dScrite jusqu'ici. La modfilisation par 
ordinateur de la Salmosine, bas6e sur 1 • analyse des 
sequences d'amino-acides, enseigne que la structure tri- 

25 dimensionnelle de la Salmosine est un hybride de Kistrine 
et d'Echistatine, qui sont des peptides inhibant 
l«agr6gation plaquettaire connus dans I'fetat de la 
technique. 

De plus, on a aussi d6montr6 que la Salmosine inhibe 
30 I'agrfigation plaquettaire d'une manidre beaucoup plus 
efficace que tout autre peptide connu inhibant 
I'agrfegation plaquettaire. Done on propose que la 
Salmosine puisse 6tre dfiveloppSe en tant qu* agent 
th6rapeutique pour la maitrise de la thrombose. 
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Dans la description de la sequence d • amino-acides 
des protfeines et des peptides de la prSsente invention, 
on utilise les symboles abr^g^s a une lettre selon les 
normes lUPAC-IUB comsie suit: 

5 

An Ida aminfe gyffibole 





Alanine 


A 




Arginine 


R 


10 


Asparagine 


N 




Aclde aspartique 


D 




Cysteine 


C 




Glut amine 


Q 




Acide Glutamique 


E 


15 


Glycine 


G 




Histidlne 


H 




Isoleucine 


I 




Leucine 


L 




Lysine 


K 


20 


Methionine 


M 




Phenylalanine 


F 




Proline 


P 




serine 


S 




Thr&onine 


T 


25 


Tryptophane 


W 




Tyrosine 


Y 




Valine 


V 



La prfisente invention est, de plus, illustrSe dans 
30 les exemples suivants qui ne doivent pas fitre pris comme 
limitant le champ de 1' invention. 



Example 1 ; Purification de la Salmosine 

On a dilu6 d'un facteur 10, l ml de venin obtenu a 
35 partir de a^visj^rodon halXS frrgVi,gaHau8 avec Tris-HCl 20 



FR0p2736266 [http.://yvywv',.geUhepatent.c^^^^ 



Page 7 of 15 



2736266 

6 

mM (pH 7,5). On a charg6 le diluant sur une colonne 
benzanidine-Sepharose (Pharmacia-LKB, Sufede) (2,5 x 10 
cm) pr6fiquilibr6e avec le Tris-HCl 20inM (pH 7,5) avec un 
dfibit de 30 ml/h. Puis, on a recueilli la solution ayant 
5 traversfi la colonne sans se lier et on l»a appliqu6e sur 
une colonne DEAE-Toyopearl (Pharmacia, SuSde) (2,5 x 5,0 
cm) a un d^bit de 60 ml/h, et on I'a 61u6e avec un 
gradient de concentration saline de NaCl par paliers 
(20 mM, 50 mM, 100 mM et 1 M) . On a reuni et on a 

10 concentre les fractions actives en utilisant un systfime 
d 'ultrafiltration (Modfele 8 200, Amicon, USA). On a 
chargfe le concentrat ainsi pr6par§ sur une colonne CLHP 
TSK G2000 (Toyosoda, Japon) (7,5 x 300 mm) i un dgbit de 
60 ml/h et on a effectufe une felution. On a rfiuni et on a 

15 concentr6 les fractions actives en utilisant un systftme 
d'ultrafiltratidh (Centriprep-3, Amicon, USA) . 

On a ensuite appliqufi les fractions actives ainsi 
concentrees sur une colonne CLHP a phase inverse Vydac 
Ci8 (Vydac, USA) (2,5 x 300 mm) equilibree avec TFA 

20 (acide trif luoroacfetique) 0,1% (v/v) , lav6es avec TFA 
0,1% (v/v) et avec de I'acetonitrile 20% (v/v) d'une 
maniSre s§quentielle, et §lu6es avec un gradient linSaire 
de concentration d*ac6tonitrile de 20% a 60% (v/v). On a 
61u6 la Salmosine avec un temps de retention de 31,8 

25 minutes. 

on a dos6 l»activit§ biologique de la Salmosine au 
cours de la purification selon le proc6d6 ELISA comme 
suit: on a recouvert des plaques de microtitration ayant 
98 puits avec du fibrinogSne a 4'*C pendant une nuit. 

30 Puis, on a fait r6agir le fibrinogSne avec le recepteur 
GPIIb-IIIa isol§ a partir de plaquettes humaines et avec 
des solutions contenant la Salmosine a temperature 
ambiante pendant 2 heures. AprSs lavage avec un tampon de 
Tris-HCl 20mM (pH 7,5 contenant NaCl 0,15 M, 0,05% de 

35 Tween 20 et 0,02% de NaNj) , on a fait r^agir les 



0^.00273^6266 [httpiZ/w^^ 



Page 8 of 15 



2736266 

7 

plaquettes avec un anticorps de souris GPIUa antihunain 
(Tagoiamunologicals, Biosource International, USA) 
pendant 2 heures, on a lav6 trois fois avec le mSme 
tampon et on a fait rSagir ensuite avec IgG-HRP 
5 (peroxydase de raifort) antisouris de chSvre 
(Tagoimmunologicals, Biosource international, USA) 
pendant 1 heure. AprSs 3 lavages avec le tampon, on a 
ajoute un substrat chromogSne, la o-ph6nyl6nediainine, et 
on a mesure I'absorbance a 490 nm. 

10 

Bvamnie 2 ; Dfetermination de la puret6 de la Salmosine 

Pour dfiterminer la purete de la Salmosine pr6par£e 
dans I'exemple 1, on a traitfi la solution de Salmosine 
eiuee par chromatographie CLHP a phase inverse Cw avec 

15 100% de TCA (acide trichloroacfitique) afin de prficipiter 
la Salmosine, ef on a mis en suspension la Salmosine avec 
un volume de Tris-HCl 0,125 M (pH 6,8, contenant 4% (p/v) 
de SDS, 2% (v/v) de glycerol et 10% (v/v) de 
mercaptoethanol) , et on a laiss§ incuber a 100 'c pendant 

20 5 minutes. On a analyst la Salmosine ainsi pr6par6e sur 
SDS-PAGE en utilisant un gel i 18% de Tris-glycine 
(Novex, USA) et on a effectufi une coloration au nitrate 
d* argent ( voir ; figure 1). Sur la figure 1, la colonne 1 
est la Salmosine prSparSe dans I'exemple 1, et la colonne 

25 2 reprfisente les marqueurs de masses molfeculaires . Tel 
que prfisentfi dans la figure l, 1<b spectre SDS-PAGE laisse 
voir une seule bande de Salmosine. En consequence, il est 
clairement dfimontrfi que I'on a isol6 la Salmosine a 
partir du venin de rAaielstrodon halxs t^revjcawdyg) dans 

30 une forme pure. 

Fvemple 3 ; Analyse des sequences d'amino-acides de la 
Salmosine 

on a fait dig6rer la Salmosine purififie par caiBr et 
35 on a determine sa sequence d'amino-acides en utilisant un 
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analyseur automat ique de sfiquence d'amino-acides. On 
prSsente A la figure 2 les sequences d'ainino-acides de la 
Salmosine et plusieurs peptides connus inhibant 
l*agr6gation plaquettaire (SEQ ID N** 1, SEQ ID 2, SEQ 
5 ID 3, SEQ ID N'' 4 et SEQ ID N"* 5). Sur la figure 2, le 
soulignement indique des acides amines distincts I'un de 
1« autre, lorsqu'on les compare a I'Halysine (voiy: Huang 
et al-, Biochem. Pharmacol., 42: 1 209 a 1 219 (1991a)), 
peptide connu inhibant I'agregation plaquettaire isolS a 

10 partir du venin d'une vipSre japonaise, Mamushi 
(Aqicistrodon halvs ) . qui, sur le plan de la taxinomie, 
est identique en termes d'espgces i une vipere coreenne, 
Salmosa f Aaktstrodon halvs ^y^vjcaudus) , Comme il est 
montr6 sur la figure 2, la Salmosine est un nouveau 

15 peptide inhibant I'agregation plaquettaire, qui a une 
sequence d'acidc^ amines difffirente de celle des peptides 
inhibiteurs connus. 

Exemole 4 ; Determination de la masse moleculaire de la 

20 Salmosine 

On a determine que la valeur de la masse molficulaire 
de la Salmosine est 6gale a 7 473,6 Da au moyen de MALDI- 
MS (spectromfetrie de masse a ionisation par desorption de 
matrice au moyen de laser, Kratos Kompact Mold II, Kratos 

25 Analytical, Manchester, Royaume Uni) (Vp4y: figure 3). 

Exemple 5 ; Analyse de la structure tri-dimensionnelle de 
la Salmosine 

A partir de la s6quence d 'amino-acides de la 
30 Salmosine determinee dans I'exemple 3, on a analyse la 
structure tri-dimensionnelle de la Salmosine au moyen 
d'un systSme de modelisation par ordinateur qui utilise 
Indigo2-XZ (Silicon Graphics Corp., USA) et Insight 
II /Discover and Homology (Biosym. Corp. , USA) , en tant 
35 que materiel et logiciel, respect ivement. L' analyse par 
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modfilisation A I'ordinateur enseigne que la structure 
tri-dimensionnelle de la Salroosine est un hybride de la 
Kistrine et de L'Echistatine, qui sont des peptides 
inhibiteurs de I'agrfegation plaquettaire dfeja connus dans 
5 l*etat de la technique « 

Exemole 6 ; Comparaison de I'activfe d' inhibition de 
l*agr6gation plaquettaire 

Afin de comparer les activit^s de la Salroosine et 
10 les peptides connus inhibant I'agrfegation plaquettaire, 
on a mesur6 I'activitfe d* inhibition de l»agr6gation 
plaquettaire au moyen de deux proc6d6s diffferents comme 
suit: 

(1) Le precede ELISA de I'exemple 1 
15 (2) Le dosage d*agr6gation plaquettaire humaine: 

On a deiange 225 ^1 plasma humain riche en 
plaquettes (3 x lo' plaquettes//Al de plasma) 
avec 25 ^1 peptide inhibant l»agr6gation 

plaquettaire dans du PBS (0,1 fig /ml) et on I'a 
20 incube dans un Agr6gomdtre (Chromo-Log Corp., 

USA) a 25''C pendant 5 minutes, et on a mesurfi 
la turbiditfe aprSs 1» addition d'un agent 
d*agregation, a savoir, I'ADP. 
On a pr6sent6 dans le tableau 1 les activitfes 
25 d» inhibition de I'agrSgation plaquettaire de la Salmosine 
et des peptides connus inhibant l*agr6gation 
plaquettaire, i savoir, Kistrine, 7-Trigramine (voj,y; 
Proc. Natl- Acad. Sci., USA, 87: 2 471 (1989)), 
Echistatine et un peptide synthdtique (GRGDSP) , mesur§es 
30 au moyen des proc§d§s decrits ci-dessus. Comme on peut le 
constater dans le tableau 1, il est clairement demontrfe 
que la Salmosine a une activite d' inhibition d'agrfigation 
plaquettaire supSrieure A tout inhibiteur d'agrfegation 
plaquettaire connu. 
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Tableau 1: 

Comparaison de l»activit6 d' inhibition de I'agregation 

plaquettaire 


Peptide inhibant 
I'agregation 
plaquettaire 


IC5o(nM) 


Proced6 ELISA 


Dosage 
d'agr6gation 
plaquettaire 

huinaine 


Kistrine 


2,7 


128 


7-Trigramine 


2,2 


240 


Echistatlne 


2,7 


560 


Salmosine 


0,7 


50 


GRGDSP* 


300 


230 000 


* peptide synthfetique dont la sequence d'ainino- 
acides est Gly-Arg-Gly-Asp-Ser-Pro. 



Tel qu'il est illustre et d6inontr§ clairement ci- 
dessus, la presente invention fournit un nouveau peptide 
5 inhibant I'agr^gation plaquettaire, a savoir la Salmosine 
et un proced§ pour preparer celle-ci i partir du venin 
d'une vipgre cor6enne, Salmosa fAakistrodon ha^Ys 
brevicaudus ) , La Salmosine inhibe I'agrfigation 
plaquettaire d'une mani&re plus efficace que tout autre 
10 peptide connu inhibiteur d'agrfegation plaquettaire. On 
suggdre que la Salmosine peut 6tre d6velopp6e en tant 
qu' agent thferapeutique pour la maltrise de la thrombose. 
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REVENDICATIONS 

1. Peptide (Salmosine) inhibiteur d'agrfigation 
plaquettaire, provenant du venin de Salmosa (AqK4§trQdgn 

5 ialYS brevlcaudus) . qui est constitufi de la sfequence 
d'amino-acides representee par (SEQ ID N*: 1): 

EAGEE CDCGS PGNPC CDAAT CKLRQ GAQCA EGLCC DQCRF40 
MKEGT ICRRA RGDDL DDYCN GISAG CPRNP FHA 73 

10 

2. Proced6 pour la preparation du peptide 
(Salmosine) inhibant l»agr6gatioh plaquettaire selon la 
revendication 1 & partir du venin de Salmosa (AqKigtyodon 
halys brevicaudus ) , qui comprend les 6tapes consistant: & 

15 obtenir le venin de Salmosa; 4 charger le venin sur une 
colonne d'affini-tfe i s§rine-prot6inase afin de recueillir 
la solution ayant traverse la colonne sans se lier; et Sl 
soumettre la solution a une s§rie d' operations, d'Schange 
anionique, de filtration sur gel et de chromatographies 

20 CLHP en colonne i, phase inverse. 



1 
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Figure 1 



BEST AVAILABLE CQPV 
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